






























そのためげっ歯類やニワトリ 、 キンギョ 、 イカなどの生体内から摘出してきた巨大シナプ
スが有力な実験モデノレとして用いられてきた。一方で既存の巨大シナプスモデノレにおいて
目的遺伝子の導入や操作といった分子生物学的アプローチを行うには技術的な制約が大き
い 。 この問題は研究の進展を遅らせているボトノレネックとなっており 、 シナプス前終末の
機能 ・ 形態 ・ 発達の基盤原理や分子メカニズムの理解は依然として断片的なレベノレに留ま
っている 。 そこで我々はこのボトノレネックを解除すべく、長年研究されてきたシナプスモ
デルの一つであるニワトリ匹毛様体神経節杯状シナプスに着目した。 そして In OVO エレク
トロポレーションによるシナプス前細胞特異的な遺伝子導入法が可能か検証するとともに 、




毛様体神経節シナプスは動眼神経を介して中脳 Edi nger-Westpha I(E W)核より投射
を受けている 。 そこで 2 日脹( E2 ) 中脳に対してプラスミドベクタ-pCAGGS-EG FP を 111 OVO 
エレクトロポレーションした 。 EGFP の蛍光はエレクトロポレーションから約 6 h 後には中
脳領域で観察され始め 、 E I 4 の時点で EW 核、動眼神経、毛様体神経節においてシナプス
前細胞特異的な蛍光の発現が見られた 。
Figure 1. 







る Bra in bow 法を適用すベく 、 pCAGGS - Brainbow1.1 M と pCAGG S-mCherry-N Cre の 2 種類
のプラスミドベクターを作製した 。 Brainbow は 、 lo x P に挟まれた数種の蛍光タンパク質
( XFP ) を含んだ配列であり、 Cre によって組み替えられることで XF P をランダムに発現
する 。 実際に 2 種のベクターを同時にエレクトロポレーションすると、 XF P が多様な組み
合わせで発現し 、 絡み合った軸索走行や軸索終末が色分けされた 。 発達期に従い形態を観
察すると 、 E8 において 、軸索は多数の分枝をもち 、 また神経終末は杯状ではなくブートン
状であった 。 E I O より杯状終末をもった軸索が観察され始め 、 E I 4 では全ての終末が綜状
であった 。 またこのステージにおいて、 2 つ以上の分枝を持った軸索は観察されなかった 。
Figure 2. 
Brainbow 法により多様な組み合わせで XFP を発現したニワト リ匹毛様体神経節。






化する VAMP-mOrange を導入し 10HzI00 回の電気刺激を与えた結果、約 30s で放出された
シナプス小胞がターンオーバーすることが示された。 赤色蛍光カルシウムセンサーである
R-GECOl を導入すると 1 回の動眼神経電気刺激によりシナプス前終末に流入したカルシ
ウムを計測できた 。 チャネルロドプシンの高効率型キメラである ChRFR を導入しシナプス
前終末を直接光刺激した結果、脱分極は通常関値以下であったが、 K チャネル阻害剤
4・aminopyridine 投与下で 20ms レーザーパルスを照射すると活動電位を起こすことができ
た 。 R-GECOl と ChRFR の同時導入によって、シナプス前終末の光刺激によって引き起こ
されたカルシウム応答が計測された 。 この光刺激応答は、電気刺激による応答とは性質が
異なり、電位依存性ナトリウムチャネル阻害剤 TTX 投与で減衰したが消失しなかった 。
TTX の投与からさらに N タイプ電位依存性カルシウムチャネル (VDCC) 阻害剤






ChRFR と R-GECOl を同時に導入したシナプス前終末で、電気刺激と光刺激に






怪毛様体神経節杯状シナプスに対して in ovo エレクトロポレーション法を適用すること
で、シナプス前細胞特異的に遺伝子導入する手法を確立した。それにより、 Brainbow やオ

























力な手法として用いられてきた in ovo エレクトロポレーション法を適用することでシナプス前細
胞特異的な遺伝子導入が可能か検証した。さらに、最新の Genetically-encoded tools を導入し
て機能形態解析を行い、発達期のシナプス除去に伴う軸索刈込を観察できるか、シナプス前終末
における神経伝達物質放出フ。ロセスを定量化できるか検証・評価した。発達期の絡み合った細胞
形態を見分けるため、 Brainbow 法を毛様体神経節のシナプス前ニューロンに適用した。 Brainbow





では、 1 対 1 シナプスの形成を説明できない。このことから、従来の競合仮説を補足するものと
して、「共存」の原理を着想するに至った。また、オプトジェネティクスセンサーとアクチュエー
ターである R-GECOl とチャネルロドプシン・ファストレシーバー (ChRFR) を同時に導入した結果、
シナプス前終末を光刺激してカルシウム応答を光学計測できた。このようなツールを同時にシナ
プス前終末に適用した研究は、世界的に前例を見なし 10 その結果、シナプス前終末の光刺激と電
気刺激は異なる性質を持つという新しい知見を得た。シナプス前終末の直接光刺激は ChRFR を介
して生じた膜電位変化により直接 VDCC を活性化するとともに、小胞体のカルシウムストアからの
カルシウム放出を促すことが示唆された。このようなパックグラウンドのカルシウム上昇が伝達
物質放出を調節するメカニズムの研究の展開が期待されるO いずれも、従来の神経科学の概念に
変更を迫るスケールの大きな研究である。したがって，江川遼提出の論文は，博士(生命科学)
の博士論文として合格と認める。
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